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(54) Bezeichnung: PIPERAZIDE VON SUBSTTTUIERTEN PHENYLALANIN-DERIVATTVEN ALS THROMBIN INfflBITOREN 

(57) Abstract 

D4-r, Lr and D-phenylalanine piperazides of formula (I) defined in the claim have been discovered which are clotting or thrombin 
and/or trypsin inhibitors. The compounds are easily absorbed orally, intraduodenally and especially rectally and are only slightly toxic. 

(57) Zusammenfassung 

Es wurden D,L-,L- und D-Phenylalanin-piperazide der im Patentanspruch definierten Formel (I) gefunden, die blutgerinnungshemmend 
resp. thrombin- und/oder trypsinhemmend sind. Die Verb indun gen sind oral, intraduodenal und insbesondere rektal ausgezeichnet 
resorbierbar und weisen nur eine geringe Toxizitat auf. 
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PIPERAZIDE VON SUBSTITUIERTEN PHENYLALANIN-DERIVATIVEN ALS THROMBIN 
INHIBITOREN 

•Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteinasen- 
Inhibitoren, die als Grundstruktur Phenylalanin enthalten, 
wobei der aromatische Rest in meta-S tellung eine basische 
Gruppe besitzt und die a-Aminogruppe mit unterschiedlichen 
Resten sulf onyliert ist. Durch C-terminale Einfuhrung 
verschiedenartig N-substi tuierter Piperazin-Reste wurden 
hochwirksame Inhibitoren mit verbesserter Bioverf ugbarkei t 
gefunden. 

Proteinase-Inhibitoren sind potentielle Arzneimi ttel , 
die zur Steuerung physiologischer Prozesse, welche durch 
Proteinasen ausgelost und unterhalten werden, verwendet 
werden konnen. Fur zahlreiche endogene bzw. naturlich 
vorkommende Hemmstoffe ist gezeigt worden, dass sie in vivo 
die Aktivitat von Proteinasen beeinflussen und hyperpro- 
teolytische Zustande dampfen konnen [Siehe Horl, W.H. In: 
Design of Enzyme Inhibitors as Drugs, S. 573-581, (Sandler, 
M. and Smith, H.J., Eds.) Oxford, New York, Tokyo: Oxford 
University Press, 1989]. Der therapeutische Einsatz dieser 
relativ hochmolekularen Hemmstoffe ist allerdings wegen 
ihrer besonderen Proteinstruktur begrenzt. Da diese Hemm- 
stoffe einerseits nach oraler Verabreichung im Darm nicht 
resorbierbar sind und andererseits eine antigene Aktivitat 
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ausiiben, wurde nach synthetischen kleinmolekularen Enzym- 
Inhibitoren Ausschau gehalten. 

Die vier Klassen von Enzymen, die fur Proteinasen-ab- 
hangige Prozesse verantwortlich sind, umfassen die Serin-, 
Thiol-, Metallo- und Aspartat-Proteinasen. Serin-Proteinasen 
sind proteolytische Enzyme , die einen reaktiven Serin-Rest 
im aktiven Zentrum besitzen. Zur Trypsin-Familie der Serin- 
Proteinasen gehoren Enzyme, die wie Trypsin als solches 
C-terminale Peptidbindungen der basischen Aminosauren 
Arginin und Lysin spalten. In dieser Gruppe sind diejenigen 
Enzyme von besonderer physiologischer Bedeutung, wglche im 
Blut Gerinnung und Fibrinolyse auslosen, Kinin freisetzen 
und die Komplement-Aktivierung bewirken oder solche, die 
selber Komponenten der genannten Enzymsysteme sind. 

Die Blutgerinnung wird iiber zwei unterschiedliche Wege 

durch Zymogen-Aktivierung ausgelost. Der erste, endogene 

Weg, fiihrt iiber eine durch Blutkomponenten vermittelte 

Reaktionskette zur Blutgerinnung. Der zweite, exogene Weg, 

fiihrt iiber eine kurzere, auf einer Wechselwirkung zwischen 

Blut- und Gewebekomponenten beruhenden Reaktionskette zur 

Gerinnung. Beide Wege bewirken die Aktivierung des Zymogens 

Faktor X zur Serin-Proteinase Faktor X , welche ihrerseits 

a 

die Aktivierung des Prothrombins zur Fibrinogen-koagulie- 

renden Serin-Proteinase Thrombin katalysiert. Als gemein- 

sames Produkt sowohl des endogenen als auch des exogenen 

Aktivierungsablauf s wurde Faktor X zunachst als ein bevor- 

zugtes Zielenzym fur hemmende Eingriffe in den Blutgerin- 

nungsvorgang angesehen (Tidwell, R. R. et al . , Thromb. Res. 

1 9 , 339-349, 1980). In jiingster Zeit wurde aber nachge- 

wiesen, dass synthetische Inhibitoren des Faktors X in 

a 

vitro und in vivo nicht gerinnungshemmend (Stiirzebecher , J. 
et al., Thromb. Res. 54./ 245-252, 1989) und antithrombotisch 
wirksam sind (Hauptmann, J. et al . , Thromb. Haemostas. 63 , 
220-223, 1990). Aus diesem Grund konzentriert sich die 
Entwicklung von antikoagulativ wirkenden Hemmstoffen auf die 
Auffindung von Inhibitoren des Thrombins. 
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Zur Entwicklung von synthetischen Inhibitoren fur 
Thrombin sind Derivate des Benzamidins vielfach untersucht 
worden (Sturzebecher , J. et al., Acta Biol. Med. Germ. 35 , 
1665-1676, 1976). Dabei haben sich Aminosaurederivate mit 
Benzamidin-Struktur und para-standiger Amidinogruppe als 
giinstige Grundstrukturen fur die Entwicklung von wirksamen 
Hemmstoffen erwiesen. So ist das Aminosaure-Derivat Na- 
( 2-Naphthylsulfonyl )-glycyl-4-amidinophenylalanin-piperidid 
(NAPAP) der bisher starkste, beschriebene Thrombin-Hemmstof f 
(K i = 6x10 Mol/Liter) vom Benzamidintyp (Sturzebecher, J. 
et al. , "Thromb. Res. 29, 635-642, 1983). ^ 

Es sind noch weitere Typen von Inhibitoren bekannt, die 
Thrombin ebenfalls wirksam hemmen: Eine erste Gruppe bein- 
hal tet Peptidyl-arginin-chlormethylketone , z . B . H-D^Phe- 
Pro-Arg-CH 2 Cl (Kettner, C. et al., Thromb. Res. V4, 969-973, 
1979K Eine zweite Gruppe beinhaltet Peptidylargininalde- 
hyde, z.B. Boc-D-Phe-Pro-Arg-H und H-D-Phe-Pro-Arg-H (Ba- 
jusz, S., Int. J. Peptide Protein Res. 1_2, 217-221, 1978). 

Diese Inhibitoren, die Trypsin und Thrombin mit ver- 
gleichbarer Affinitat hemmen, sind jedoch schwierig zu 
synthetisieren, instabil und konnten wegen ihrer grossen 
Reaktionsf ahigkeit unerwiinschte Nebenreaktionen verursachen. 
Thrombin, aber auch Trypsin, wird in einer zei tabhangigen 
Reaktion ebenfalls durch das Boronsaurederivat Boc-D-Phe- 
Pro-Boro-Arg-C 1 qH-j 6 (s. Europ. Patentanmeldung No. 0 293 
881) gehemmt. Dagegen hat der selektive Thrombininhibitor 
(2R, 4R)-4-Methyl-1-[Na-(3-methyl-1 , 2 , 3 , 5-tetrahydro-8-chi- 
nolinsulf onyl )-L-arginin ]-2-pipecolincarbonsaure praktisch 
keine Trypsin-hemmende Aktivitat (Kikumoto, R. et al . , 
Biochemistry 23, 85-90, 1984). 

Alle bisher gepriiften Benzamidinderivate besitzen fur 
eine therapeutische Anwendung ungiinstige pharmakodynamische 
und pharmakokinetische Eigenschaf ten . Sie werden bei oraler 
Applikation nicht im Darro resorbiert, werden schnell aus der 
Zirkulation eliminiert und ihre Toxizitat ist relativ hoch . 
Das gilt sowohl fur die Amide des N-a-arylsulf ony lierten 
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(Markwardt, F. et al . , Thromb . Res. T_7, 425-431, 1980), als 
auch fiir Amide des N-a-aryl-sulfonylaminoacylierten 4-Ami- 
dinophenylalanins (s. Patentanmeldung No. DD-A-235 866). 
Verantwortlich fiir die unzureichenden pharmakologischen 
Eigenschaf ten ist die stark basische Amidinof unktion (Kai- 
ser, B. et al., Pharmazie 42, 119-121, 1987). Versuche, die 
stark basische Amidinofunktion in hochwirksamen Inhibitoren 
durch schwacher basische Gruppen zu ersetzen, hatten zu- 
nachst wenig Erfolg, da sie einen bedeutenden Verlust an 
Wirkungsstarke zur Folge hatten ( Stvirzebecher , J. et al., 
Pharmazie 43., 782-783, 1988). Auch die Einfuhrung einer 
Carbpxylgruppe in den Inhibitor zur Verminderung der Basi- 
zitat der Amidinofunktion fiihrte zum Abfall der Inhibitor- 
aktivitat. So sind Perivate des 4-Amidinopheny lalanins , die 
C-terminal eine Aminosaure mit freier Carboxylgruppe 
besitzen, inhibitorisch vollig wirkungslos (Wagner, G. et 
al. / Pharmazie 39., 16-18, 1984; Vieweg, H. et al., Pharmazie 
39, 82-86, 1984) . 

Auch die Abwandlung von NAPAP durch Einfuhrung eines 
Substituenten am a-Stickstof f , die zu einer geringen Erho- 
hung der Anti thrombinaktivitat fiihrte (s. Europ. Patentan- 
meldung No. FR-A-2 593 812) erbrachte keine Verbesserung der 
pharmakologischen Eigenschaf ten (Cadroy, Y. et al., Thromb. 
Haemostas. 58., 764-767, 1987). 

Ausgehend von Na-substituiertem 3-Amidinophenylalanin 
wurde die Entwicklung selektiver Hemmstoffe des Thrombins 
wei tergef iihrt und gefunden, dass sowohl Amide vom Typ des 
Na-2-naphthylsulfonylierten 3-Amidinophenylalanins mit einer 
Carboxylgruppe im Amidteil als auch solche Derivate, bei 
denen die Amidinofunktion durch eine andere basische Gruppe 
ausgetauscht war, verbesserte pharmakologische Eigenschaf ten 
aufwiesen. Insbesondere war erstmalig bei Benzamidinderiva- 
ten eine gewisse Resorption nach oraler Applikation gefunden 
worden (PCT/CH 9100235). 

Diese Stoffklasse wurde nun wei terentwickel t . So zeigte 
sich beispielsweise bei der Einfuhrung von neuen Substituen- 
ten am N-4-Atom von N-a-sulf onylierten 3-Amidinopheny lala- 
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nin-piperaziden, insbesondere bei der Einfuhrung von Acyl- 
(-CO-X), Sulfonyl (-S0 2 -Y), Carbamoyl- (-CO-NR'R") oder 
f unktionalisierten Alkyl-Res ten , wobei X, Y sowie R 1 , R" im 
giinstigen Falle Methylgruppen darstellen und der funktiona- 
lisierte Alkylrest (C^-C^) eine OH-Gruppe tragt, dass die 
inhibitorische Wirksamkeit gegeniiber Thrombin erheblich 
gesteigert werden konnte und uberraschenderweise eine 
ausserordentliche Erhohung der Resorptionsf ahigkeit festzu- 
stellen war. Das war insbesondere nach rektaler aber auch 
nach intraduodenaler Applikation der Derivate, die sowohl in 
der Salzform als auch als freie Basen angewendet wurden, zu 
verzeichnen . 

Dabei wurden nicht nur die razemischen Gemische darge- 
stellt, sondern auch die reinen optischen Antipoden. In 
diesem Rahmen wurde beispielsweise Na-( 2-Naph thylsulf onyl ) - 
3-amidino- (L) -phenylalanin-4-acetylpiperazid hergestellt . Es 
wurde f estgestellt , dass diese Verbindung nicht nur ein 
starker Thrombinhemmstof f ist und die Gerinnung uberaus 
wirksam beeinflusst, sondern (iberraschenderweise verbesserte 
pharmakokinetische Eigenschaf ten besitzt. Sie wird insbe- 
sondere nach rektaler Verabreichung an Ratten durch den Darm 
resorbiert und ist im Blut uber einen langeren Zeitraum in 
blutgerinnungshemmender und antithrombotisch wirksamer 
Konzentration verfiigbar. Dies trifft auch fur Verbindungen 
mit anderen N-terminalen Schutzgruppen zu, die als Amidrest 
ein N-substituiertes Piperazin tragen. 

Neben wirksamen und biologisch verfugbaren Thrombin- 
Hemmstoffen wurden in der vorgestellten Stoffklasse unter 
Derivaten, die am Piperazid-Stickstof f beispielsweise einen 
Heteroaryl- oder einen Acyl-Rest (-CO-X) tragen, bei dem X 
einen geradkettigen oder verzweigten Alkyl- (C 3 — C 1 Q ) , einen 
Aralkyl- oder einen Cycloalkyl-Rest (C 3 -C 1() ) darstellt, bei 
Abnahme der Thrombinaktivitat sehr wirksame Trypsin-Inhibi- 
toren gefunden, die ebenfalls nach rektaler Applikation in 
erheblichem Umfang resorbiert werden. Die Ausschaltung der 
Trypsinaktivitat durch ■ Inhibitoren bei hyperproteoly tischen 



WO 94/18185 



PCT/CH94/00026 



- 6 - 

Zustanden im Pankreas 1st durchaus von therapeut ischem 
Interesse . 
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Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteinasen- 
hemmende Phenylalanin-piperazide der allgemeinen Formel I, 




1 2 
S0 2" R 

die als Racemate sowie als L- bzw. D-konf igurierte Verbin- 
dungen vorliegen konnen und in denen 
R 1 eine basische Gruppe der Formel 

(a) HN=C-NH 2 Oder (b) -CH 2 -NH 2 

Amidino Aminomethyl 

darstellt, 
2 

R einen (un)substituierten Aryl- oder Heteroarylrest wie 
beispielsweise Phenyl, 4-Methyl-phenyl , 2, 4, 6-Trimethyl- 
bzw . -Triisopropyl-phenyl , 4-Methoxy-2 , 3 , 6-trimethyl-phenyl , 
2 , 2-Dimethyl-6-methoxy- bzw . 2,2,5,7, 8-Pentamethyl-chroma- 
nyl, Anthrachinonyl, 1- bzw. 2-Naphthyl, Chinolyl- bzw. 
Isochinolyl oder einen Campherrest darstellt, 
und 

R 3 einen Acylrest der Formel -COX darstellt, wobei X = H, 
unverzweigt oder verzweigt, ggf. substituiert Alkyl, 
vorzugsweise niedrig Alkyl, insbesondere Methyl, 
(un) substituiert Aryl oder Cycloalkyl, vorzugsweise C 3~ c io' 
bedeutet, 

einen Aralkylrest darstellt, in dem der aromatische 
Rest mit beispielsweise einem Halogenatom, einer Alkyl-, 
Alkoxy-, Hydroxy- oder Nitrogruppe substituiert sein kann, 

einen Carbonsaureamidrest der Formel -CONR'R", Thio- 
carbonsaureamidrest -CSNR ' R" oder einen Essigsaureamidrest 
-CH 2 -CONR , R H darstellt, wobei R' = R" = H; R' = R" = Alkyl; 
R 1 = H, R M = Alkyl; R 1 = H, R H = Aryl sein kann oder R" und 
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R" mit dem Stickstof f atom einen cycloaliphatischen oder 
heterocycloaliphatischen Ring bilden kann, 

einen SC^-Y-Rest darstellt/ in dem Y (un ) substi tuiert 
Alkyl, vorzugsweise Methyl, Trif luor-methyl , Trichlor- 
methyl, (un)substituiert Aryl oder Heteroaryl wie z.B. 
Phenyl , 4-Methyl-phenyl, 2, 4, 6-Trimethyl- bzw. -Triiso- 
propyl-phenyl , 4— Me thoxy-2 , 3 , 6-trimethy 1-pheny 1 , 2 , 2-Di- 
methyl-6-methoxy- bzw . 2,2,5,7, 8-Pentamethyl-chromany 1 , 
Anthrachinonyl, Naphthyl oder Chinolyl bzw. O-Aryl, vorzugs- 
weise Phenyl, oder -NR'R", wobei R 1 und R" = H gleich oder 
ungleich niedrig Alkyl Cj-C^ sein kann, bedeutet, 

einen cycloaliphatischen Ring mit 5 bis 8 C-Atomen 
darstellt, der ggf. mit einer Hydroxyl- oder Oxogruppe 
substituiert sein kann, 

einen (un ) substituierten Heteroarylrest wie z.B. 

Pyridyl oder Pyrimidyl bzw. einen heterocycloaliphatischen 

Rest beispielsweise N-Methylpiperidyl darstellt, 

einen f unktionalisierten Alkylrest der Formel -(CH~) -X 

2 n 

darstellt, wobei die Alkylkette unverzweigt oder verzweigt 
sein kann, n = 1 bis 8 bedeutet und der funktionelle Rest X 

eine Hydroxy lgruppe darstellt, deren H-Atom durch 

eine Alkyl-, Aralkyl-, Aryl-, Hydroxyalkyl- oder 

Acylgruppe substituiert sein kann, 

ein Halogenatom bedeutet, 

eine tertiare Aminogruppe der Formel -N(Alk) 2 
darstellt, wobei die Alkylgruppen 1 bis 3 C-Atome 
sowie die gleiche Bedeutung besitzen und das 
Stickstof f atom ausserdem einem cycloaliphatischen 
Ring mit 5 bis 7 Ringgliedern angehoren kann, 
wobei ggf • ein oder zwei weitere Ringe anelliert 
sein konnen, 

eine Acylaminomalonsaurediestergruppe der Formel 
AcHN-C ( COOAlk ) 2 , e ine AcHN-CH-COOH-Gr uppe , wobe i 
Ac in der Regel Formyl oder Acetyl und Alk 
niedrig Alkyl bedeuten oder eine H-N-CH-COOH- 
Gruppe darstellt, 
und deren Salze mit Mineralsauren oder organische^n Sauren. 
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Von den in den allgemeinen Anspriichen definierten 

Phenylalanin-piperaziden sind Verbindungen, bei denen 

R 1 eine basische Gruppe der Formel (a) = Amidino darstellt / 
2 

R eine B-Naphthyl-, Anthrachinon-, 2, 4, 6-Triisopropylphe- 
nyl- sowie 2, 2, 5, 7, 8-Pentamethylchromangruppe bedeutet und 
R^ einen Acylrest, insbesondere Formyl und Acetyl, einen 
f unktionalisierten Alkylrest, beispielsweise 2-Hydroxyethyl, 
einen S0 2 -Y-Rest, einen Carbonsaureamidrest sowie Hetero- 
arylreste wie 2-Pyridyl oder 2-Pyrimidyl darstellt, von 
besonderer Bedeutung. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I mit R 1 
Amidino (a) werden nach den nachfolgend beschriebenen, 
prinzipiell bekannten Methoden dargestellt. 

( D , L ) -3-Cyanphenylalanin-alkyles ter der allgemeinen 
Formel II werden in einem geeigneten Losungsmittel mit einem 
Sulfochlorid der allgemeinen Formel III, in welcher R die 
in der allgemeinen Formel I beschriebenen Bedeutungen 
besitzt, zu den racemischen Verbindungen der allgemeinen 
Formel IV umgesetzt, aus denen durch saure oder alkalische 
Hydrolyse die Racemate der sulf onylierten Cyanphenylalanine 
V erhalten werden, 

Durch enzymatische Esterhydrolyse der Verbindungen IV 
mittels Chymotrypsin in einer Acetonitril/Wasser-Mischung 
sind die L-konf igurierten sulf onylierten Aminosauren V 
erhaltlich. Die bei diesem Verfahren anfallenden sulf ony- 
lierten Aminocarbonsaure-alkylester mit D-Konf iguration IV 
werden durch saure Hydrolyse in einer Mischung aus 1 N HC1 
und Eisessig durch riickf liessendes Erhitzen in die D-konfi- 
gurierten sulf onylierten Aminocarbonsauren V ubergefiihrt. 

Die Cyanverbindungen mit Piperazid-Struktur VI, die als 
Racemate bzw. in L- oder D-Form vorliegen konnen, sind nach 
viblichen Kopplungsverf ahren aus den entsprechend konfigu- 
rierten Verbindungen V mit einem Piperazin-Derivat der 
allgemeinen Formel VII erhaltlich. 

Ausserdem konnen die Piperazide VI auf prinzipiell 
bekannte Weise gewonnen werden, indem racemisches, L- oder 
D-3-Cyanphenylalanin zunachst durch Einfiihrung einer Boc- 
Gruppe an der Aminof unktion geschiitzt wird. Die erhaltene 
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2 

Carbonsaure V, mit der Boc-Gruppe anstelle von S0 2 -R , wird 
durch Umsetzung mit einem Piperazin-Derivat VII in eine 
entsprechende Boc-geschiitzte Verbindung VI ubergefiihrt, aus 
der nach saurer Abspaltung der Boc-Gruppe und Umsetzung . mit 
einem Sulfochlorid der allgemeinen Formel III die Cyanver- 
bindungen mit Piperazid-S truktur VI erhalten werden. 

Durch Addition von F^S an die Cyanfunktion konnen 
daraus die Thioamide VIII gewonnen werden, die durch Um- 
setzung mit einem Alkylhalogenid in die Thioimidsaureester- 
halogenide IX ubergefiihrt werden. Ausserdem konnen aus den 
Cyanverbindungen VI in bekannter Weise die Imidsaureester- 
halogenide X erhalten werden. 

Zur Darstellung der Zielverbindungen der allgemeinen 

Formel I mit R 1 = Amidino (a), die als Racemate bzw. in" L- 

2 3 

oder D-Form erhalten werden konnen und bei denen R und R 
die in der allgemeinen Formel I genannten Bedeutungen 
besitzen und X = Halogen, vorzugsweise Chlor, darstellt, 
werden die Thioimidsaureestersalze IX in alkoholischer 
Losung mit Ammoniumacetat oder die Imidsaureestersalze X in 
alkoholischer Ammoniaklosung zu I umgesetzt. Die dabei 
erhaltenen Amidinsalze konnen in geeigneter Weise in die 
freien Basen ubergefiihrt werden. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I mit R 1 
Aminomethyl (b) werden durch katalytische Hydrierung, 
beispielsweise Raney-Nickel/Wasserstof f in geeigneten 
Losungsmitteln in Gegenwart von Ammoniak, aus den Cyanver- 
bindungen VI erhalten. 
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Die biologische Aktivitat der erf indungsgemassen 
Verbindungen wurde sowohl in vitro als auch in vivo be- 
stimmt. Zur Charakterisierung der Inhibitoraktivitat in 
vitro wurden die Dissoziationskonstanten K i fiir die Hemmung 
von Thrombin bzw. der verwandten Enzyme Trypsin, Plasmin, 

Faktor X , Faktor XII , Plasmakallikrein, glandulares 
a a 

Kallikrein und tPA nach der Formel 

[E] • [I] 



[EI] 

bestimmt, in welcher [E] die Konzentration an freiem Enzym, 
[I] die Konzentration an freiem Inhibitor und [EI] die 
Konzentration an Enzym-Inhibi tor-Komplex bezeichnen (Dixon, 
Biochem. J. 55, 170-173 [1953]). Je kleiner der K ± -Wert fiir 
ein gepriiftes Enzym ist, desto grosser ist die Affinitat des 
Inhibitors fiir das Enzym and desto kleiner ist die zur Hem- 
mung des Enzyms, z.B. Thrombin, benotigte Menge Inhibitor, 

In vitro wurden verschiedene Gerinnungs tests benutzt, 
urn die Wirksamkeit der Hemmstoffe gegeniiber der durch 
Thrombin ausgelosten Gerinnung seines natiirlichen Substrates 
Fibrinogen zu bestimmen. Dazu wurde in Human-Plasma die 
Thrombinzeit (TT), die aktivierte partielle Thromboplastin- 
zeit (aPTT) und die Prothrombinzeit (PT, Quickwert) be- 
stimmt . 

Die Toxizitat der erf indungsgemassen Verbindungen wurde 
durch Bestimmung der LD 50 (~ Dosis, die bei 50% der Ver- 
suchstiere wahrend einer Beobachtungsdauer von einer Woche 
zum Tode fiihrt) an der Maus nach intravenoser bzw. peroraler 
Verabreichung ermittelt . 

Zur pharmakokinetischen Charakterisierung wurde die 
Plasmakonzentration ausgewahlter Derivate nach intravenoser 
(i.v.), peroraler (p.o.), intraduodenaler (i.d.) und rekta- 
ler Applikation an Ratten nach folgendem dreistufigem 
Verf ahren bestimmt : 
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1 . Eine Losung der zu priifenden Substanz in physiolo- 
gischer Kochsalzlosung wurde der Fliissigkei ts-Hochdruck- 
chroma tographie (HPLC = high pressure liquid chromatography) 
unterworfen, urn den fur die Substanz charakteristischen Peak 
bei der unter den gewahlten Versuchsbedingungen substanz- 
spezifischen Retentionszei t zu ermitteln. 

2. Die zu priifende Substanz wurde in vitro in Ratten- 
plasma gelost. Diese Losung wurde ebenfalls der HPLC unter- 
worfen, urn f estzustellen, ob der fur die Substanz charak- 
teristische Peak bei der substanzspezif ischen Retentionszei t 
erneut erscheinen wurde. 

3. Die zu priifende Substanz wurde in physiologischer 
Kochsalzlosung gelost und in einer Dosis von 1, 50 bzw. 100 
mg pro kg Korpergewicht i.v., p.o., i.d. bzw, rektal an 
Ratten verabreicht. In Zei tintervallen von 15 Minuten wurden 
Blutproben entnommen, aus denen durch Zentrif ugation Plas- 
maproben hergestellt wurden, welche ihrerseits der HPLC 
unterworfen wurden, um f estzustellen, ob der fur die Sub- 
stanz charakteristische Peak bei der substanzspezif ischen 
Retentionszeit wiederum in Erscheinung treten wurde. 

Zum Nachweis der pharmakologischen Wirksamkeit wurde 
die zu priifende Substanz in physiologischer Kochsalzlosung 
gelost und in einer Dosis von 5 bzw. 20 mg pro kg Korperge- 
wicht rektal an Ratten verabreicht. In Zeitintervallen 
wurden Blutproben entnommen, aus denen durch Zentrif ugation 
Plasmaproben hergestellt und im Gerinnungstest (Thrombinzei t 
TT und aktivierte partielle Thromboplastinzeit aPTT) gepruft 
wurden . 

Die antithrombotische Aktivitat der Verbindungen wurde 
am Modell der Stase-induzierten Thrombose bei der Ratte nach 
Wessler et al. (J. Appl. Physiol. 14, 943-946, 1959) be- 
stimmt. Der Thrombus wurde 30 min nach Applikation des 
Hemmstoffs durch Serum induziert und nach weiteren 10 min 
makroskopisch bewertet . 

Die erf indungsgemassen Verbindungen konnen als Diagno- 
stika oder in geeigneter Applikationsf orm in Gestalt ihrer 
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Salze oder der freien Basen als Arzneimittel zur Anwendung 
kommen . 

Die Erfindung soil an vier Ausf iihrungsbeispielen naher 
erlautet werden. 

Beispiel 1 

Na-( 2-Naphthvlsulfonvl ) -3— amid i no— ( L ) —phenyl a lan in— 4— ace— 
tvl-pjperazid 

Na-( 2-Naphthylsulfonyl )-3-cyan-(D, L)-phenylalaninmethyl- 
ester (Formel IV; Alk = -CH 3 , R 2 = 6-Naphthyl) 

24.1 g (0.1 mol) 3-Cyan-(D,L)-phenylalaninmethylester-hy- 
drochlorid wurden in 200 ml Dioxan suspendiert, unter Ruhren 
20.6 g (0.204 mol) N-Methylmorpholin zugefiigt und eine 
Losung von 23.6 g (0.104 mol) 2-Naphthy Isulf onylchlorid in 
200 ml Ethylacetat zugetropft. Es wurde 16 Std. bei Raum- 
temperatur geriihrt, ausgef allenes N-Methylmorpholin-hydro- 
chlorid abfiltriert und das Losungsmi ttel abdestilliert . Der 
Riickstand wurde in 50 ml Methanol gelost, 50 ml Diethylether 
zugegeben und zur Kristallisation stehengelassen . Der 
gebildete Niederschlag wurde abgesaugt, mit Diethylether 
gewaschen und im Vakuum-Exsikkator (KOH/H 2 S0 4 ) getrocknet. 
Ausbeute: 36 g (91.3%). Smp.: 122-123°C. 

DC: R f = 0.65 (Chloroform 40/Methanol 4/Eisessig 1//v/v/v/) 

Not- ( 2-Naph thylsul f ony 1 ) -3-cyan- ( L ) -pheny lalanin ( Formel V ; 
R 2 = 6-Naphthyl) 

17.4 g (0.044 mol) Net— ( 2— Naphthylsulf onyl )— 3— cyan— ( D, L) — 
phenylalaninmethylester wurden in 260 ml Acetonitril gelost, 
130 ml Wasser, 100 mg Chymotrypsin sowie 0.785 g Kalium- 
chlorid zugefiigt und der pH-Wert der Losung mit 2 N NaOH auf 
6.8-7 gestellt. Der Ansatz wurde 24 Std. bei Raumtemperatur 
geriihrt, wobei nach 5 und 10 Std. noch jeweils 50 mg 
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Chymotrypsin zugegeben und der oben angegebene pH-Wert der 
Losung durch kontrollierte Zugabe von insgesamt 1 1 ml 2 n 
NaOH gehalten wurde. Anschliessend wurde filtriert, das 
Acetonitril im Vakuum abdestilliert und die wassrige Losung 
mehrfach mit Ethylacetat extrahiert. Nach Ansauern der 
wassrigen Phase mit 1 N HCl wurde diese wiederholt mit 
Ethylacetat ausgeschiittelt , die vereinigten organischen 
Phasen mit gesattigter Natriumchloridlosung gewaschen, iiber 
Magnesiumsulf at getrocknet und das Losungsmi ttel abdestil- 
liert, wobei gegen Ende der Destination das Produkt auszu- 
kristallisieren begann. Die Destination wurde unterbrochen, 
30 ml Diethylether und 70 ml Hexan zugefugt, der Nieder- 
schlag abgesaugt, mit wenig Diethylether gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute: 7.2 g (85.8%). Smp.: 192-193°C. [a] D 2 ° 
= + 11.9° (C = 3, in Methanol) 

DC: R f = 0.25 (Chloroform 40/Methanol 4/Eisessig 1//v/v/v) 

Na-( 2-Naphthylsulfonyl )-3-cyan-(L)-phenylalanin-4-acetyl- 
piperazid (Formel VI; R 2 = B-Naphthyl, R 3 = -COCH 3 ) 

1.59 g (13.2 mmol) 1 -Acetylpiperazin wurden in 1 0 ml THF und 
20 ml DMF gelost, die Losung mit 1.28 g (7.9 mmol) HOBt und 
2.5 g (6.6 mmol) Na-( 2-Naphthylsulfonyl )-3-cyan-(L) -phenyl- 
alanin versetzt und auf 0°C gekuhlt. Nach Zugabe von 1.5 g 
(7.3 mmol) DCC wurde noch 2 Std. bei 0°C und anschliessend 
22 Std. bei Raumtemperatur geruhrt. Der ausgefallene Dicy- 
clohexylharnstof f wurde abfiltriert und das Losungsmittel im 
Vakuum abdestilliert. Der Ruckstand wurde in Chloroform 
gelost und saulenchromatographisch uber Kieselgel 60 mit 
Chloroform/Methanol 93:7 als Eluierungsmi ttel gereinigt. Man 
erhielt 2.9 g (90%) eines amorphen Produktes. 
[a]p = + 46.3° (C = 1, in Methanol) 

DC: R f = 0.36 (Chloroform 40/Methanol 4/Eisessig 1//v/v/v) 

Na-( 2-Naphthylsulfonyl ) -3- thiocarboxamido- ( L)-phenylalanin- 
4-acetylpiperazid (Formel VIII; R = B-Naphthyl, R = 
-COCH-.) 
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2,75 g (5.6 mmol) Na-( 2-Naphthy lsulf ony 1 )-3-cyan-(L)-phe- 
nylalanin-4-acetylpiperazid wurden in 25 ml Pyridin gelost, 
die Losung mit 20 Tropfen TEA versetzt und durch 10-min. 
Einleiten mit H 2 S gesattigt. Der Ansatz wurde 2 Tage bei 
Raumtemperatur stehengelassen, anschliessend das Losungs- 
mittel abdestilliert, der Ruckstand in Ethylacetat gelost 
und mit 1 NHCl ausgeschiittelt . Die organische Phase wurde 
mit gesattigter Natriumchloridlosung gewaschen, iiber Magne- 
siumsulfat getrocknet und das Losungsmi ttel abdestilliert. 
Es wurden 2.6 g (88%) gelbes, amorphes Produkt erhalten, das 
in dieser Form wei terverarbei tet wurde, 

Na-( 2-Naphthy lsulf ony 1 )- 3-S-me thy liminothiocar bony 1- (L)- 
phenylalanin-4-acetylpiperazid-hydroiodid (Formel IX; Alk = 
-CH 3 , X = I, R 2 = B-Naphthyl, R 3 = -COCH 3 ) 

2.6 g (4.96 mmol) des vorstehend beschriebenen Thioamids 
wurden in 60 ml Aceton gelost, die Losung mit 6 g (42.3 
mmol) Methyliodid versetzt und der Ansatz 20 Std. bei 
Raumtemperatur unter Lichtschutz stehengelassen . Danach 
wurde das Losungsmi ttel abdestilliert, der olige Ruckstand 
mit Isopropanol/Diethylether durchgearbei tet , das dabei 
erhaltene Pulver abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute: 3.1 g (94%). 

Na- ( 2-Naphthy lsulf onyl ) -3-amidino- ( L ) -pheny lalanin-4-ace- 

2 

tylpiperazid-hydrochlorid (Formel I; X = CI, R = fi-Naph- 
thyl, R 3 = -COCH 3 ) 

3.0 g (4.5 mmol) Thioimidsauremethylester-hydroiodid wurden 
in 100 ml Methanol gelost, die Losung mit 0.8 g (10.4 mmol) 
Ammoniumacetat versetzt und der Ansatz 3 Std. bei 60°C im 
Wasserbad erwarmt. Anschliessend wurde das Losungsmi ttel 
abdestilliert, der Ruckstand in heissem Isopropanol gelost 
und das Amidinhydroiodid mit Ethylacetat ausgefallt, abge- 
saugt, mit Ethylacetat und Diethylether gewaschen und 
getrocknet. Zur Uberfuhrung in das Hydrochlorid wurde das 
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erhaltene Produkt in Methanol gelost und die Losung iiber 
einen stark basischen Ionenaustauscher (Amberlite IRA-410, 
CI beladen) gegeben. Das Hydrochlorid wurde aus der einge- 
engten methanolischen Losung mit Ethylacetat/Diethylether 
1:1 ausgefallt. Ausbeute: 1.8 g (73.5%). [<x3 D 2 ° = + 61.8° (c 
= 1 , in Methanol ) 

DC: R f = 0.2 (organische Phase von Ethylacetat 4/Eisessig 
1 /Wasser 2//v/v/v) 

Die spezifische Drehung der entsprechenden (D)-konf igurier- 

2 0 

ten Verbindung: fa] D - - 62.2° (C = 1 , in Methanol) 
Beispiel 2 

Na-( 2-Naphthvlsulfonvl )-3-amidino- (L)-phenvlalanin-4-( 2- 
hvdroxvethvl )-piperazid 

Na- ( 2-Naphthylsulf ony 1 ) -3-cyan- ( L ) -pheny lalanin-4- ( 2-hydro- 

2 

xyethyl ) -piperazid-hydrochlorid (Formel VI; R = B-Naphthyl f 
R 3 = -CH 2 CH 2 OH) 

2.0 g Na-( 2-Naphthylsulf onyl )-3-cyan-(L)-phenylalanin wurden 
in 10 ml Thionylchlorid eingetragen und der Ansatz 30 Min. 
unter Riickfluss erhitzt. Die erhaltene Losung wurde nach dem 
Erkalten mit Hexan bis zur starken Triibung versetzt, nach 1 
Std. das auskristallisierte Saurechlorid abgesaugt, mit 
Hexan gewaschen und im Vakuum getrocknet. 1.7 g (4.26 mmol ) 
dieses Produktes wurden in 25 ml THF gelost und im Verlauf 
von 15 Min. unter Riihren in eine Losung von 1.16 g (8.9 
mmol) 1-(2-Hydroxyethyl)-piperazin in 1 5 ml THF getropft. Es 
wurde noch 1 Std. geruhrt, anschliessend ausgef allenes 
1 -( 2-Hydroxyethyl)-piperazin-hydrochlorid abf iltriert und 
das Losungsmittel abdestilliert . Der verbleibende Ruckstand 
wurde in 15 ml Methanol gelost , Wasser bis zur starken 
Triibung hinzugefiigt und iiber Nacht stehengelassen, wobei 
sich das Piperazid als 01 abgeschieden hatte. Nach Abgiessen 
des iiberstehenden Losungsmi ttels wurde das 01 in 100 ml 
Ethylacetat aufgenommen, die Ethylacetatlosung mit 
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gesattigter Natriumchloridlosung gewaschen, iiber MgSO 

4 

getrocknet und das Losungsmi ttel zur Halfte abdes tilliert . 
Die verbleibende Losung wurde mit 2 N Ethylacetat/HCl 
angesauert, 50 ml Diethylether zugefugt, der gebildete 
Niederschlag nach 1 Std. Stehen abgesaugt, mit Diethylether 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 1.65 g (73%). 
[a] D 20 = - 5.4° (0=1, in Methanol) 

DC: R f = 0.43 (organische Phase von Ethylacetat 4/Eisessig 
1/Wasser 2//v/v/v) 

Na- ( 2-Naphthylsulf onyl ) -3-methoxyiminocarbonyl-(L ) -phenyl- 
alanine- ( 2-hydroxy ethyl )-piperazid-dihydrochlorid (Formel 
X; Alk = -CH 3 , X * Cl, R 2 = G-Naphthyl, R 3 = -CH 2 CH 2 0H) 

1.4 g (2.65 mmol) der vorher beschriebenen Cyanverbindung 
wurden in einer Mischung aus 7.5 ml abs . Methanol und 10 ml 
abs. Dioxan gelost, in die Losung unter Eiskiihlung 5.2 g 
(0.143 mol) getrocknetes HCl-Gas eingeleitet und der Ansatz 
3 Tage im Kiihlschrank aufbewahrt. Anschliessend wurde in 150 
ml Diethylether gegossen, der gebildete Niederschlag nach 
Abgiessen des uberstehenden Losungsmi ttels mit 40 ml abs. 
Ethanol durchgearbei tet , das Kristallpulver abgesaugt, mit 
Ethanol und Diethylether gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 
1 .44 g (91%) . 

DC: R f = 0.15 (organische Phase von Ethylacetat 4/Eisessig 

1 /Wasser 2//v/v/v) 
DC: R f = 0.95 (Chloroform 70/Methanol 42/Eisessig 0.5/ 

Wasser 10//v/v/v) 

Na-( 2-Naphthylsulfonyl )-3-amidino-(L)-phenylalanin-4-( 2- 
hydroxyethyD-piperazid-dihydrochlorid (Formel I; X * Cl, R 
= B-Naphthyl, R 3 = -CH 2 CH 2 OH) 

1.3 g (2.18 mmol) des davor beschriebenen Imidsauremethyl- 
ester-dihydrochlorids wurden in 30 ml Methanol suspendiert 
und unter Riihren bis zu einem pH-Wert von 8.7 ethanolische 
Ammoniaklosung zugefugt, wobei eine klare Losung erhalten 
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wurde. Der Ansatz wurde 3 Std. bei 60°C im Wasserbad er- 
warmt, anschliessend das Losungsmi ttel abdestilliert , der 
Ruckstand in 1 5 ml abs . Ethanol gelost und nach Zugabe von 
20 Tropfen 2 N Ethylacetat/HCl das Amidin-dihydrochlorid mit 
Ethylacetat ausgefallt, abgesaugt, mit Ethylacetat und 
Diethylether gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 1.02 g 
(80.3%). ta] D 20 = + 14.2° (C = 1, in Methanol) 
DC: R f = 0.18 (organische Phase von Ethylacetat 4/Eisessig 

1 /Wasser 2/ /v/v/v) 
DC: R f = 0.6 (Chloroform 70/Methanol 42/Eisessig 0.5/ 

Wasser 10//v/v/v) 
Die spezifische Drehung der entsprechenden (D)-konf igurier- 
ten Verbindung: [a] D u = - 15.0° (C = 1 , in Methanol) 

Zur Gewinnung der freien Base wurden 0.5826 g (1 mmol) 
Amidindihydrochlorid in 20 ml Methanol gelost, die Losung 
mit der aquimolaren Menge 0.1 N NaOH (20.00 ml) versetzt und 
das Losungsmittel abdestilliert. Zur Entfernung noch vor- 
handener Wasserspuren wurde mehrfach mit Toluol/lsopropanol 
kodestilliert . Die auf diese Weise erhaltene Base enthalt 
noch NaCl. Zur Beseitigung des anorganischen Bestandteiles 
wurde eine Mischung aus 15 ml abs . Ethanol und je 10 ml 
Chloroform und Diethylether zugefugt und geruhrt, wobei sich 
die Base loste. Ungelostes NaCl wurde abfiltriert und das 
Losungsmittel abdestilliert. Der verbleibende Ruckstand 
wurde beim Anreiben mit Diethylether fest. 
Ausbeute: 0.48 g (94%) 

Beispiel 3 

Na~(2-Naphthvls ulfonvl)-3-amidino-(L)-phenvlalanin~4- 
methvlsulfonvlpjperazid 

Na-( 2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(L)-phenylalanin-4-methyl- 
sulfonylpiperazid (Formel VI, R 2 = B-Naphthyl, R 3 = -SO-.CH-,) 
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1.56 g (7.8 mmol ) 1 -Methylsulf onylpiperazin • HC1 wurden in 15 
ml DMF suspendiert , die Suspension unter Rvihren mit 0.86 ml 
(7.8 mmol) NMM, 1.16 g (7.8 mmol) HOBt, 2.7 g Na-(2-Naph- 
thylsulfonyl )-3-cyan- (L)-phenylalanin (7.1 mmol) sowie 70 ml 
THF versetzt und auf 0°C gekiihlt. Nach Zugabe von 1.61 g DCC 
(7.8 mmol) wurde noch 20 Std. bei Raumtemperatur geriihrt. 
Danach wurde der ausgefallene Dicyclohexylharnstof f abge- 
saugt und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert . Der 
Riickstand wurde in Chloroform gelost und saulenchromato- 
graphisch iiber Kieselgel 60 mit Chloroform als Eluierungs- 
mittel gereinigt. Es wurden 3.34 g (89%) eines amorphen 
Produktes erhalten . 

[a] D 20 = + 47.3° (C = 1, in Methanol) 

DC: R f = 0.36 (Chloroform 40/Methanol 4/ Eisessig 1//v/v/v) 

Na-( 2 r Naphthylsulf onyl )-3-thiocarboxamido-( L )-phenylalanin- 
4-methylsulfonylpiperazid (Formel VIII; R 2 = 13 -Naphthyl, R 3 
= S0 2 CH 3 ) 

2.9 g (5.2 mmol) der vorstehend beschriebenen Cyanverbindung 
wurden in 35 ml Pyridin gelost, 15 Tropfen TEA zugefiigt und 
die Losung durch 10-min. Einleiten mit H 2 S gesattigt. Der 
Ansatz wurde 2 Tage bei Raumtemperatur stehengelassen , 
anschliessend das Losungsmittel abdestilliert und der 
Riickstand in Ethylacetat gelost, wobe.i das Thioamid all- 
mahlich auskristallisierte . Der Niederschlag wurde abge- 
saugt, mit Ethylacetat gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute: 2.98 g (96%). 

Na-( 2-Naphthylsulfonyl )-3-S-methyliminothiocarbonyl-(L)- 
phenylalanin-4-methylsulfonylpiperazid (Formel IX; Alk 
CH 3 , X = I, R 2 = fi-Naphthyl, R 3 = ~S0 2 CH 3 ) 

2.95 g (5.26 mmol) des beschriebenen Thioamids wurden unter 
Erwarmen in 4 ml DMF gelost, die Losung mit 50 ml Aceton und 
7.1 g (50 mmol) Methyliodid versetzt und der Ansatz 20 Std. 
bei Raumtemperatur unter Lichtschutz aufbewahrt. 
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Anschliessend wurde in 400 ml Diethylether gegossen, der 
gebildete Niederschlag abgesaugt, mit Diethylether gewaschen 
und getrocknet. 
Ausbeute: 3.25 g (88%), 

Na- ( 2-Naphthylsulf onyl )-3-amidino- (L)-phenylalanin-4- 
methylsulfonylpiperazid-hydrochlorid (Formel I; X = CI, R 2 = 
B-Naphthyl, R 3 = -S0 2 CH 3 ) 

3.23 g (4.6 mmol ) Thioimidsauremethyles ter-hydroiodid wurden 
in 110 ml Methanol gelost, die Losung mit 0.58 g (7.5 mmol) 
Ammoniumacetat versetzt und der Ansatz 3 Std. bei 60°C im 
Wasserbad erwarmt. Anschliessend wurde das Losungsmi ttel 
abdestilliert , der Ruckstand in Methanol gelost und das 
Amidinhydroiodid mit Ethylacetat /Diethylether 9:1 ausge- 
fallt y abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und getrocknet. 
Zur Uberfiihrung in das Hydrochlorid wurde das erhaltene 
Produkt in Methanol gelost und die Losung Ciber einen stark 
basischen Ionenaustauscher (Amberlite IRA-410, Cl-beladen) 
gegeben. Das Hydrochlorid wurde aus der eingeengten metha- 
nolischen Losung mit Diethylether ausgefallt. 

Ausbeute: 2.1 g (79%). [cO D 2 ° = + 70.0° (C = 1 , in Metha- 
nol ) . 

DC: R f = 0.32 (organische Phase von Ethylacetat 4/Eisessig 
1 /Wasser 2//v/v/v) 

Die spezifische Drehung der entsprechenden (D)-konfigu- 
rierten Verbindung: [ct] D 20 = - 70.5° (C = 1 , in Methanol) 

Beispiel 4 

Pmc-3-amidino- (L)-phenvlalanin~4~methvlsulfonvlpiperazid 
Boc-3-cyan- ( L ) -phenylalanin 

6 g (26.5 mmol) 3-Cyan-(L)-phenylalanin-hydrochlorid und 9.1 
ml (53.2 mmol) N-Ethyldiisopropylamin wurden in 17 ml Wasser 
suspendiert, die Suspension mit einer Losung von 7.2 g (29.2 
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mmol) 2- (Boc~oxyimino)-2-phenylacetoni tril in 20 ml Dioxan 
versetzt und 16 Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 
anschliessender Zugabe von 50 ml Wasser wurde die Losung mit 
50 ml Ethylacetat ausgeschiittelt , die organische Phase 
abgetrennt und die wassrige Phase mit verdiinnter Salzsaure 
auf pH 3 gebracht. Es wurde 3 mal mit je 100 ml Ethylacetat 
extrahiert, die vereinigten organischen Losungen mit ges . 
Natriumchloridlosung gewaschen, iiber Magnesiumsulf at ge- 
trocknet und das Losungsmi ttel abdestilliert. 
Ausbeute: 6.2 g (81%) 

Boc-3-cyan- (L)-phenylalanin-4-methylsulf onylpiperazid 

4.92 g (24.5 mmol) 1 -Methylsulf onylpiperazin-hydrochlorid 
und 2.7 ml (24.5 mmol) NMM wurden in 50 ml DMF gelost, 4 g 
(29.6- mmol) HOBt sowie eine Losung von 5.93 g (20.4 mmol) 
Boc-3-cyan-(L)-phenylalanin in 200 ml THF zugefiigt und der 
Ansatz auf 0°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 5.1 g (24.7 mmol) 
DCC wurde 48 Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde 
der ausgefallene Dicyclohexylharnstof f abgesaugt, der 
THF-Anteil der Losung im Vakuum abdestilliert, filtriert und 
das Filtrat in eine Mischung aus 100 ml 5proz. Natrium- 
bicarbonatlosung und 200 ml Eiswasser gegossen. Der ausge- 
fallene Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen, 
in Methanol gelost und das Losungsmi ttel abdestilliert. Zur 
Entfernung des noch vorhandenen Wassers wurde mehrfach mit 
Toluol/lsopropanol kodestilliert . Das nur geringfiigig 
verunreinigte Produkt wurde in der Form wei terverarbeitet . 
Ausbeute: 7.9 g (89%) 

3-Cyan-(L)-phenylalanin-4-me thy lsulfony lpiperaz id-hydro- 
chlorid 

7.9 g des vorstehend beschriebenen Rohproduktes wurden in 70 
ml Ethylacetat und 30 ml Diethylether gelost, die Losung mit 
50 ml 2.5 N HC1 in Ethylacetat versetzt und die Losung 48 
Std. bei Raumtemperatur geriihrt, wobei das gewiinschte 
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Hydrochlorid auskris tallisierte . Anschliessend wurden noch 
200 ml Diethylether zugefugt, 1 Std. geriihrt, der Nieder- 
schlag abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute: 4.95 g (73%). 

Pmc-3-cyan- (L)-phenylalanin-4-methylsulfonylpiperazid 
(Formel VI; R 2 = -Pmc, R 3 = -S0 2 CH 3 ) 

4.76 g (12.8 mmol) 3-Cyan-(L)-phenylalanin-4-methylsulfonyl- 
piperazid-hydrochlorid und 1.29 g (12.8 mmol) NMM wurden in 
25 ml DMF gelost, 4.64 g (15.3 mmol) Pmc-Chlorid und 1.55 g 
(15.3 mmol) NMM zugefugt und 48 Std. bei Raumtemperatur 
geriihrt. Anschliessend wurde ausgef allenes NMM-hydrochlorid 
abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum abdes tilliert . 
Der Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und die 
organische Phase mit 0.1 N HC1 sowie ges . Natriumchlorid- 
losung gewaschen. Nach Trocknen Ciber Magnesiumsulf at wurde 
das Losungsmittel abdestilliert . Das erhaltene Produkt wurde 
saulenchromatographisch liber Kieselgel 60 mit Chloroform als 
Eluierungsmittel gereinigt. 
Ausbeute: 6.45 g (84%). 
[a]p = + 10.4° (C = 1, in Methanol) 

DC: R f = 0.66 (Chloroform 40/ Methanol 4/Eisessig 1//v/v/v) 

Pmc-3-thiocarboxamido- (L)-phenylalanin-4-methylsulfonyl- 

2 3 
piperazid (Formel VII; R = -Pmc, R = -S0 2 CH 3 ) 

6.34 g (10.5 mmol) der vorstehende beschriebenen Cyanver- 
bindung wurden in 40 ml Pyridin gelost, 20 Tr . TEA zugefugt 
und die Losung durch 10-min. Einleiten mit H 2 S gesattigt. 
Der Ansatz wurde 2 Tage bei Raumtemperatur stehengelassen, 
anschliessend das Losungsmittel abdestilliert , der feste 
Riickstand in 100 ml Ethylacetat suspendiert, kurz aufge- 
kocht, abgesaugt, mit Ethylacetat gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute: 5.86 g (88%). 

Pmc-3~S-methyliminothiocarbonyl-(L)-phenylalanin~4-methyl- 
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2 

sulfonylpiperazid (Formel IX; Alk = -CH 3 , X = I, R = -Pmc, 
R 3 = -S0 2 CH 3 ) 

5,86 g (7.52 mmol) des vorher beschriebenen Thioamids wurden 
unter Erwarmen in 1 1 ml DMF gelost, 250 ml Aceton und 13 g 
(92 mmol) Methyliodid zugefugt und der Ansatz uber Nacht bei 
Raumtemperatur unter Lichtschutz aufbewahrt. Anschliessend 
wurde in 1 1 Diethylether gegossen, 1 Std. geriihrt, der 
gebildete Niederschlag abgesaugt, mit Diethylether gewaschen 
und getrocknet. 
Ausbeute: 6.23 g (87%). 

Pmc-3-amidino- (L)-phenylalanin-4-methylsulf onylpiperazid- 

2 1 

hydrochlorid (Formel I; X = CI, R = -Pmc, R = -S0 2 CH 3 ) 

6.23 g (8 mmol) Thioimidsaurees terhydroiodid wurden in 350 
ml abs . Methanol gelost , zunachst 1 g (13 mmol) Ammonium- 
acetat zugefugt und der Ansatz bei 60°C im Wasserbad unter 
Riihren erwarfnt, wobei sich zunachst ein Niederschlag ab- 
schied, der sich erst nach 4 Std. wieder vollstandig gelost 
hatte. Der Reaktionsverlauf wurde dunnschichtchromatogra- 
phisch verfolgt und nach 2, 4 bzw. 6 Std. noch insgesamt 1 g 
(13 mmol) Ammoniumacetat in Portionen von 0.2, 0.5 und 0.3 g 
zugefugt. Nach 8 Std. war dunnschichtchromatographisch keine 
Ausgangsverbindung mehr nachzuweisen . Das Losungsmi ttel 
wurde jetzt abdestilliert , der Riickstand in Ethanol gelost 
und das Amidinhydroiodid mit Ethylacetat/Diethylether 1:1 
ausgefallt. Zur Uberfiihrung in das Hydrochlorid wurde das 
erhaltene Produkt in Methanol gelost und die Losung liber 
einen stark basischen Ionenaustauscher (Amberlite IRA-410, 
Cl~ beladen) gegeben. Das Hydrochlorid wurde aus der einge- 
engten methanolischen Losung mit Diethylether ausgefallt. 
Ausbeute: 3.34 g (64%). [a] D 20 = + 47.7° (C = 1 , in Metha^- 
nol ) . 

DC: R f = 0.5 (organische Phase von Ethylacetat 4/Eisessig 1/ 
Wasser 2//v/v/v) 
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Die spezifische Drehung der entsprechenden (D)-konfigu- 
rierten Verbindung: [a] D 20 = - 48.3° (C = 1 , in Methanol). 
Alle Amidinhydrochloride wurde saulenchromatographisch iiber 
Sephadex LH-20 mit Methanol als Eluierungsmittel gereinigt. 

Abkurzunaen 
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LEGENDE ZU DEN TABELLEN 1 ~ 2 



1 



AMD = Amidino 
AMe = Aminomethyl 



Mtr « 2, 3, 6-Methyl-4-methoxy-phenyl 
TIPP = 2,4, 6-Tr i isopropy 1-phenyl 
TMeP = 2,4, 6-Trimethyl-pheny 1 
Tol = 4-Methyl-phenyl 
2-Naph = B-Naphthyl 
1-Naph = a-Naphthyl 



H 3 C 



Pmc ? 2 , 2 , 5 , 7 , 8-Pentamethylchroman H^C 0 — \0 




Cm = Campher-10 




AC = Anthrachinon 




2-Pyl = 2-Pyridyl 



o 



N 



2-Pym = 2-Pyrimidyl 




N 
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Im folgenden sind die biologischen Eigenschaf ten von 
reprasentativen erf indungsgemassen Verbindungen aufgefiihrt: 

In Tabelle 1 ist die Hemmung des Gerinnungsenzyms 
Thrombin im Vergleich zu Trypsin anhand der Dissoziations- 
konstante K^, (ausgedruckt in yjnol/1) durch die genannten 
Verbindungen angegeben. Alle untersuchten Verbindungen 
hemmen die durch beide Enzyme bewirkte Substratspaltung 
kompetitiv. Unter den in Tabelle 1 aufgefvihrten Derivaten 
des 3-Amidinophenylalanins finden sich eine Reihe von 
Verbindungen mit hoher Antithrombinaktivitat , d.h. mit 
I^-Werten zwischen 0.1 und 0.001 umol/1. Die Thrombi nhemmung 
ist bei der Mehrzahl der Verbindungen starker als die 
Hemmung von Trypsin. Die K-^-Werte fur die Hemmung von 
Trypsin liegen bis zu einer Grossenordnung hoher als die fur 
die Thrombinhemmung . Eine Reihe von Verbindungen hemmt 
allerdings Thrombin und Trypsin mit vergleichbarer Affini- 
tat, einige Derivate, insbesondere solche mit bestimmten 
Acyl- oder Heteroary 1-Resten am Piperazin-Stickstof f sind 
wirksame Trypsinhemmstof f e . 

Dariiberhinaus wird in Tabelle 1 auch die Hemmwirkung 

gegenuber Plasmin, Faktor X . Faktor XII , Plasmakallikrein, 

a a 

glandularem Kallikrein und tPA dargestellt. Gewohnlich 

werden Plasmin, Faktor X = und Plasmakallikrein sehr viel 

schwacher gehemmt, die K^^-Werte sind 1-2 Grossenordnungen 

hoher. Praktisch unwirksam sind die Derivate gegenuber 

Faktor XII. tPA und glandularem Kallikrein. Fur eine Reihe 
a 

von Verbindungen kann man daher von selektiven Thrombin- 
hemmstoffen sprechen, andere Derivate bevorzugen Trypsin. 

Die Toxizitat bei einer Reihe von erf indungsgemassen 
Verbindungen liegt in der gleichen Grossenordnung wie bei 
friiher gepriiften Derivaten von Benzamidin-enthaltenden 
Aminosauren (LD^q 10-50 mg/kg nach i . v . -Applikation ) . 

Bei einigen Derivaten wurden die optischen Antipoden 
dargestellt und auf ihre Hemmwirkung geprvift. Entsprechend 
den Befunden von Turk, D. et al . (FEBS Letters 287 , 133 
138, 1991) erwiesen sich die L-Enantiomere als die wirksame 
Form, im Vergleich zu den Isomerengemischen ist ihre 
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Hemmwirkung urn den Faktor 2 erhoht. Die Hemmwirkung der 
D-Formen liegt urn 2 Grossenordnungen niedriger. 

Die 2-Naphthylsulf onyl-Schutzgruppe kann durch einen 
AC-SOj-, Pmc-S0 2 - Mtr-S0 2 -, Cm-S0 2 - oder TIPP-S0 2 -Rest 
ersetzt werden. Es werden ebenfalls sehr wirksame Inhibi- 
toren gefunden. 

Die in Tabelle 1 nicht mit (L) oder (D) gekennzeichne- 
ten Verbindungen sind Racemate und NAPS-F(3AMD)-Pzd(N-C00Et ) 
bedeutet N-a- ( 2-Naphthylsulf onyl ) — (D, L ) -3-amidinophenylala- 
nin-4-ethoxycarbonylpiperazid . 
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Tabelle 2 stellt eine Ubersicht aller synthetisierten 
und in vitro gepriiften Verbindungen, die nicht in Tabelle 1 
enthalten sind, dar. 
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In Tabelle 3-5 sind die Ergebnisse von Untersuchungen 
zur Pharmakokinetik von reprasentativen, erf indungsgemassen 
Verbindungen und als Vergleich dazu die Werte mit NAPAP 
zusammengestellt, Tabelle 6 enthalt die Ergebnisse ausge- 
wahlter Verbindungen nach intraduodenaler Applikation. Die 
zu prvifenden Verbindungen wurden intravenos (Tabelle 3), 
peroral (Tabelle 4), rektal (Tabelle 5) bzw. intraduodenal 
(Tabelle 6) an Ratten verabreicht. Nach der Verabreichung 
wurde den Versuchstieren in Zeitabstanden von 2 bis maximal 
360 Minuten Blutproben entnommen, in welchen der Blutspiegel 
der zu priifenden Verbindungen mittels HPLC bestimmt wurde. 

Tabelle 3 

Konzentration (ng/ml) ausgewahlter Verbindungen im Plasma 
von Ratten nach intravenoser Verabreichung von 1 mg/kg 



Verbindung 



zeit 
(min) 


NAPAP 


Nr. X 


Nr. 1 


Nr. 2 


Nr. 3 


Nr. 5 


Nr. 6 


5 


1150 


812 


1058 


780 


2210 


879 


823 


15 


428 


169 


394 


224 


145 


367 


289 


30 


376 


40 


150 


95 


313 


151 


194 


60 


192 


8 


89 


38 


112 


50 


1 41 


1 20 


84 


0 


74 


12 


0 


0 


86 


180 


106 


0 


51 


10 


0 


0 


70 
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Tabelle 4 

Konzentration (ng/ml) ausgewahlter Verbindungen im Plasma 
von Ratten nach oraler Verabreichung von 50 mg/kg 



Verbindung 



Zeit 
(min ) 


NAPAP 


Nr. X 


Nr. 1 


Nr. 2 


30 


0 


33 


87 


1 197 


60 


0 


10 


63 


873 


120 


0 


0 


57 


333 


180 


0 


0 


69 


1 24 


240 


0 


0 


91 


44 


300 


0 


0 


61 


46 



Tabelle 5 

Konzentration (ng/ml) ausgewahlter Verbindungen im Plasma 
von Ratten nach rektaler Verabreichung 



Verbindung 



(min) 


Dosis 
mg/kg 


NAPAP 
100 


Nr.X 
100 


Nr. 1 
100 


Nr. 2 
100 


Nr. 3 
20 


Nr. 5* 
20 


Nr. 6 
20 


30 




18 


3255 


31406 


32448 


7260 


1650 


1 179 


60 




0 


2371 


17862 


231 32 


3800 


958 


449 


120 




0 


1804 


3776 


5302 


1 740 


299 


850 


180 




0 


898 


1075 


2696 


814 


192 


272 


240 




0 


626 


438 


1263 


215 




46 


300 




0 


592 


220 


810 


61 






360 




0 


448 


158 


508 


34 







* = freie Base der Verbindung 



WO 94/18185 



PCT/CH94/00026 



- 35 - 
Tabelle 6 

Konzentration (ng/ml) ausgewahlter Verbindungen im Plasma 
von Ratten nach intraduodenaler Verabreichung von 100 mg/kg 



Verbindung 



Zeit 
(min) 


Nr. 2 


Nr. 3 


Nr .3* 


Nr. 5 


Nr .5* 


Nr. 6 


30 


21691 


3824 


2262 


8744 


1576 


20460 


60 


15152 


2172 


795 


9314 


1900 


6495 


1 20 


4275 


1457 


361 


8612 


1763 


3284 


180 


2598 


945 


228 




297 


2064 


240 


2185 


1 277 


1 44 




530 


1500 


300 


2195 


1400 


276 




1 37 


1 203 


360 


2847 








119 


1 437 



* = freie Base der Verbindung 



Die gepriiften Derivate zeigen nicht nur im Vergleich zu 
NAPAP ein verbessertes pharmakokinetisches Verhalten, 
sondern auch zu dem friiher beschriebenen Piperazid X. Zwar 
werden die erf indungsgemassen Verbindungen 1, 2, 3, 5 und 6 
nach intravendser Gabe mit vergleichbarer Geschwindigkei t 
eliminiert und nach oraler Applikation nur in geringerem 
Masse resorbiert, nach rektaler Verabreichung werden aber 
z.T. sehr hohe, 1 bis 2 Stunden andauernde Blutspiegel 
gefunden. Nach rektaler Gabe kann NAPAP nicht im Plasma 
nachgewiesen werden, wahrend einige der beispielhaft 
gepriiften erf indungsmassigen Verbindungen ausserordentlich 
hohe Konzentrationen erreichen. Verbindung 1, 2 und 3 sind 
bis zu 6 Stunden im Plasma nachzuweisen . Die nach rektaler 
Applikation erreichten Plasmaspiegel liegen deutlich iiber 
denen des friiher beschriebenen Piperazids X. Auch die nach 
intraduodenaler Applikation gemessenen Plasmakonzentratio- 
nen, z.T. uber mehrere Stunden, sind betrachtlich . 

In vitro sind eine Reihe von reprasentativen erfin- 
dungsgemassen Verbindungen gerinnungshemmend 
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ausserordentlich wirksam. In alien Fallen wurde die Throm- 
binzeit (TT) am effektivsten verlangert. Dies entspricht der 
Selektivitat dieser Inhibitoren, die unter den Gerinnungs- 
faktoren Thrombin am starksten hemmen. Beispielhaft ist das 
fur die Verbindungen 1 bis 11 in Tabelle 7 gezeigt. Eine 
Verlangerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit 
( aPTT) , bei der neben Thrombin auch die an der Friihphase der 
Gerinnung beteiligten Enzyme zum Tragen kommen, wird durch 
hohere Konzentrationen der Inhibitoren erreicht. Das gilt 
auch fur die Beeinf lussung der Prothrombinzei t (PT), die den 
extrinsischen Gerinnungsweg reprasentiert . In Tab. 7 sind 
die Konzentrationen aufgefuhrt, die zur Verdopplung der 
Gerinnungszeiten notwendig sind. Fur die wirksamen Throm- 
binhemmstof fe 1, 2, 4, 5, 6 und 7 liegt der Wert unter 1 0~ 7 
mol/1 fur die Verlangerung der TT, bei 1 nmol/1 fur die 
Verlangerung von aPTT und PT. Die vergleichsweise gepruften 
wirksamen Hemmstoffe NAPAP und Verbindung X sind 
entsprechend ihrem I^-Wert effektiv. 

Im Plasma sind die Hemmstoffe vom Piperazin-Typ (ab- 
solut) stabil. Bei Inkubation im Human-Plasma bei 37°C trat 
uber 5 h keine Veranderung der Hemmwirkung auf. , 
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Tabelle 7 

Gerinnungshemmung im menschlichen Plasma 
durch ausgewahlte Verbindungen 



viT . 


TnromDin— 
Hemmung 
, y.mol/1 


Konzentr. [vimol/1] zur 


Verdopplung von 


Thrombinzei t 


aPTT 


Prothrombinzei t 


NAPAP 


0 „ 006 


0. 048 


0.50 


1 . 0 


X 


0 • 67 


4.1 


20 


45 


1 

1 


0 - 023 


0.095 


0.90 


2.5 


z 


0.012 


0.055 


0.36 


0.90 


3 


0.036 


0.14 


0.65 


1 .3 


4 


0.014 


0.085 


1 .2 


2.0 


5 


0.0021 


0.034 


0.26 


0.39 


6 


0.004 


0.042 


0.3 


0.65 


7 


0.012 


0.075 


0.55 


1 .0 


8 


0.031 


0.13 


1 .2 


2.0 


9 


0.020 


0.12 


0.57 


1 .1 


TO 


0.0053 


0.10 


0.44 


0.8 


1 1 


0.026 


0.22 


1 .8 


3.1 



Die antikoagulierende Wirkung der Verbindungen lasst 
sich auch in vivo nachweisen. Nach rektaler Verabreichung 
der zu prufenden Verbindungen wurde im Plasma der Versuchs- 
tiere der gerinnungshemmende Effekt bestimmt. Beispielhaft 
ist das fur die Verbindungen 2, 3, 5 und 6 in Tabelle 8 
gezeigt. Ganz entsprechend dem mittels HPLC bestimmten 
Konzentrationsverlauf im Plasma ist die Anti thrombinwirkung 
im Gerinnungstest nachzuweisen . 
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Tabelle 8 

Gerinnungshemmung im Plasma der Ratte nach rektaler 
Applikation der Verbindungen 2, 3, 5 und 6 





Kon z en t: ration 


Gerinnungszei t 


( sec ) 


zei t 


im Plasma 






(min) 


(ng/ml) 


Thrombinzei t 


aPTT 




Verbindung 2 


20 mg/kg 




0 


0 


64 


28 


30 


5440 


> 300 


1 20 


60 


2090 


> 300 


87 


1 20 


812 


> 300 


59 


180 


660 


> 300 


50 


- 


Verbindung 2 


5 mg/kg 




o 


n 
u 


32 


22 . 5 


-3 VJ 




> 300 


37 


D U 


\ OU 


224 


33 


1 


60 


176 


30 


180 


40 


107 


26.4 




Verbindung 3 


5 mg/kg 




0 


0 


45 


23.5 


30 


897 


> 300 


39.8 


60 


462 


298 


32.8 


120 


355 


165 


27.4 


180 


49 


114 


26.0 
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Tabelle 8 (Fortsetzung) 





Konzentration 


Gerinnungszeit 


(sec) 


Zeit 


im Plasma 






(min) 


(ng/ml) 


Thrombinzeit 


aPTT 




Verbindung 5 


20 mg/kg 




0 


0 


153 


22 


30 


1572 


> 300 


65 


60 


983 


> 300 


62.5 


120 


380 


> 300 


36 


180 


195 


> 300 


29.7 




Verbinduno 5 


5 mcr / kci 




0 


0 


51.5 




30 


1 68 


> 300 


34.5 


60 


65 


255 


30. 5 


1 20 


82 


137.5 


27.5 


180 


10 


95 


25.3 




Verbindung 6 


5 mg/kg 




0 


0 


55.3 


22.3 


30 


648 


> 300 


34.5 


60 


362 


> 300 


31 .5 


1 20 


157 


> 300 


28.4 


180 


83 


213 


26 



Die erf indungsgemassen Verbindungen werden nach rek- 
taler Applikation in einer Grossenordnung resorbiert, die zu 
antithrombotisch wirksamen Plasmaspiegeln fiihrt. Das wurde 
am Modell der Stase-induzierten venosen Thrombose bei der 
Ratte nach Wessler et al . gezeigt. Dazu wurden die in den 
Jugularvenensegmenten durch Serum ausgelosten Thromben 
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anhand eines Scores (0 = fliissiges Blut, 1 = ein oder 
mehrere kleine Thromben, 2 « Gef asssegment nicht vollstandig 
verschlossen, 3 = Gef asssegment vollstandig verschlossen ) 
makroskopisch bewertet- Die antithrombotische Wirkung ist 
deutlich dosis-abhangig. Bei einer Dosis von 100 bzw. 20 
mg/kg wird die Thrombusbildung vollstandig unterdriickt, und 
noch bei der niedrigen Dosierung von 5 mg/kg wird ein 
Gef assverschluss weitgehend verhindert resp. die Thrombus- 
bildung weitgehend zuriickgedrangt . 

Tabelle 9 

Dosisabhangige antithrombotische Wirksamkeit nach 
rektaler Applikation von Verbindung 2 am Modell 
der Stase-induzierten venosen Thrombose bei der Ratte 



Dosis 
(mg/kg) 


n 


Plasma-Spiegel (ng/ml) 


Thrombus- 


-Score 


■ 


relativer 
Thrombus- 
Score 


30 min 


60 min 


0 


1 


2 


3 


0 


5 


0 


0 


0 


0 


1 


9 


1 


100 


3 


28698 


16118 


6 


0 


0 


0 


0 


20 


4 


1617 


998 


6 


1 


0 


0 


0.05 


5 


5 


228 


160 


0 


8 


2 


0 


0.41 



n = Anzahl der Versuchstiere mit in der Regel je 2 ausge- 
werteten Venensegmenten. 



Der relative Thrombus-Score ist der Quotient aus der 
mittleren Thrombus-Grosse der behandelten Gruppe (z*B. 
betragt der mittlere Score bei 5 mg/kg 1 , 2 ) und der mitt- 
leren Thrombus-Grosse der Kontrollgruppe (2,9). 
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Unter Verwendung geeigneter Hilfs- bzw. Tragerstoffe 
konnen die nach den erf indungsgemassen Verfahren herge- 
stellten Piperazide als solche oder als Salze physiologisch 
vertraglicher anorganischer oder organischer Sauren in 
geeignete Applikationsformen ubergefiihrt werden, wobei 
entsprechend dem pharmakologischen Verhalten Tabletten, 
Dragees, Suppositorien und Losungen von besonderer Bedeutung 
sind . 

Die Dosierung richtet sich vor allem nach der Anti- 
thrombinaktivitat, den erreichbaren Blutspiegelwerten bei 
entsprechender Applikationsf orm, der Bioverf Cigbarkeit sowie 
der Allgemeinkonstitution des Patienten, wobei mit Dosie- 
rungen zwischen 0.5 und 50 mg/kg eine ausreichende anti- 
thrombotische Aktivitat erreicht werden kann. 

Anhand von Na-( 2-Naphthylsulf onyl )-(L)-3-amidinophenyl- 
alanin-4-acetylpiperazid-hydrochlorid ( Verbindung 2 ) soil 
die Oberfiihrung in 3 pharmazeutische Applikationsformen 
beispielhaft gezeigt werden. 

Beispiel 1 

Tabletten mit 20 mg der Verbindung 2 als Wirkstoff, iiber- 
zogen mit einem magensaf tresistenten Schutzlack. 
Zusammensetzuna : 

Tablettenkern: 20 mg Wirkstoff, 96 mg Lactose, 3 mg Talcum 
und 1 mg Magnesiumstearat . 

Lack: 23.92 mg Eudragit S 12.5P (Rohm Pharma, Darmstadt), 
0.266 mg Dibutylphthalat , 0.744 mg Talcum, 23.92 mg Aceton/ 
Ethanol 1 +1 . 
Herstellunasverf ahren : 

Der mit den Hilfsstoffen vermischte Wirkstoff wird durch ein 
Sieb der Maschenweite 0.5 mm gedriickt und in trockener Form 
zu ovalen Tablettenkernen gepresst. Anschliessend wird in 
einem Wirbelschichtgranulator der Schutzlack aufgespruht und 
die lackierten Kerne danach getrocknet. 
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Beispiel 2 

Suppositorien (Zapfchen) mit 10 mg der Verbindung 2 als 

Wirkstof f . 

Zusammensetzuno: 

1 Zapfchen enthalt 10 mg Wirkstof f und 1 g Witepsol W45 als 
Grundlage . 

Herstellunasvorschrif t fur 10 Zapfchen: 

100 mg des feinst gepulverten Wirkstof fs werden mit 1 g der 
verf lussigten Grundlage verrieben. Die Verreibung wird mit 
dem Rest der verf lussigten Grundlage anteilweise gemischt 
und bis zur gleichmassigen Beschaf f enhei t bearbeitet. Nahe 
der Grenze der Giessbarkeit wird die Mischung in eine 
geeignete Form gegossen und bis zum Erkalten stehengelassen . 

Beispiel 3 

Injektions- bzw. Inf usionslosung mit 2.5 mg/ml der Verbin- 
dung 2 als Wirkstoff. 
Herste llunasverf ahren : 

0.25 g Wirkstof f werden in 100 ml Aqua ad injectionem 
gelost, die Losung filtriert und gegebenenf alls in Ampullen 
zu je 2 ml abgefullt. Die mit der Wirkstof f losung gefullten 
und verschlossenen Gef asse ( Inf usionsf laschen , Ampullen ) 
werden der Dampf sterilisation bei 121 bis 124°C unterzogen . 
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P ATENTANS PRUCHE 



1. D,L-, L- oder D-Phenylalanin-piperazide der Forrael 




1 2 
S0 2" R 



in denen R ' eine basische Gruppe der Formel 

(a) HN=C-NH 2 Oder (b) -CH 2 -NH 2 

Amidino Aminomethy 1 

darstellt , 

einen ( un ) substituierten Aryl- oder Heteroarylrest 
darstellt, und 

R^ einen Acylrest der Formel -COX darstellt, wobei X = H, 
unverzweigt oder verzweigt und gegebenenf alls substituiert 
Alkyl oder (un) substituiertes Aryl oder Cycloalkyl dar- 
stellt, 

einen Aralkylrest darstellt, in dem der aromatische 
Rest gegebenenf alls substituiert ist, 

einen Carbonsaureamidrest der Formel -CONR'R", Thio- 
carbonsaureamidrest -CSNR'R" oder einen Essigsaureamidrest 
-CH 2 -CONR , R M darstellt, wobei R 1 = R M = H; R f = R ,f = Alkyl; 
R 1 = H, R M = Alkyl; R 9 * H, R" = Aryl ist oder R 1 und R n 
mit dem Stickstof f atom einen cycloaliphatischen oder 
heterocycloaliphatischen Ring bildet , 
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einen S0 2 -Y-Rest darstellt, in dem Y ( un ) substi tuiert 
Alkyl, (un) substi tuiert Aryl oder Heteroaryl oder -NR'R" 
bedeutet, wobei R 1 und R" jeweils = H und/oder gleich oder 
ungleich niedrig Alkyl C-1-C3 ist, 

einen cycloaliphatischen Ring mit 5 bis 8 C-Atomen 
darstellt, der gegebenenf alls mit einer Hydroxy 1- oder 
Oxogruppe substi tuiert ist, 

einen (un) substi tuierten Heteroarylrest bzw. einen 
heterocycloaliphatischen Rest darstellt , 

einen f unktionalisierten Alkylrest der Formel 
-(CH 2 ) n -X darstellt, wobei die Alkylkette unverzweigt oder 
verzweigt ist, n = 1 bis 8 bedeutet und der funktionelle 
Rest X 

eine Hydroxylgruppe darstellt, deren H-Atom ge- 
gebenenf alls substituiert ist, 
ein Halogenatom bedeutet, 

eine tertiare Aminogruppe der Formel -N(Alk) 2 
darstellt, wobei die Alkylgruppen 1 bis 3 C-Atome 
sowie die gleiche Bedeutung besitzen und das 
Stickstof f atom gegebenenf alls einem cycloali- 
phatischen Ring mit 5 bis 7 Ringgliedern ange- 
hort, wobei gegebenenf alls ein oder zwei weitere 
Ringe annelliert sind, 

eine Acylaminomalonsaurediestergruppe der Formel 
AcHN-C ( COOAlk ) 2 , eine AcHN-CH-COOH-Gruppe oder 
eine H 2 N-CH-COOH-Gruppe darstellt, 

und deren Salze mit Mineralsauren oder organischen Sauren. 

2. Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, dass der (un) substi tuierte Aryl- oder 
Heteroarylrest in R 2 Phenyl, 4-Methyl-phenyl , 2,4,6-Tri- 
methyl- bzw. -Triisopropyl-phenyl , 4-Methoxy-2 , 3 , 6- tri - 
methyl-phenyl, 2 , 2-Dimethyl-6-methoxy- bzw. 2,2,5,7,8- 
Pentamethyl-chromanyl, Anthrachinonyl , 1- bzw. 2-Naphthyl, 
Chinolyl- bzw. Isochinolyl oder einen Campherrest dar- 
stellt. 



WO 94/18185 



PCT/CH94/00026 



45 

3. Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, dass X im Acylrest in R 3 niedrig 
Alkyl, insbesondere Methyl, oder falls Cycloalkyl, vor- 
zugsweise C3-C10, bedeutet. 

4. Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, dass der aromatische Rest des 
Aralkylrests in R3 mit einem Halogenatom, einer Alkyl-, 
Alkoxy-, Hydroxy- oder Nitrogruppe substituiert ist. 

5 . Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet , dass der Alkylrest im S02-Y-Rest 
Methyl, Trif luor-methyl, Trichlor-methyl ist. 

6. Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, dass der Aryl- oder Heteroaryl- 
rest im S0 2 -Y-Rest Phenyl, 4-Methyl-phenyl , 2,4,6-Trim- 
ethyl- bzw. -Triiso-propyl-phenyl , 4-Methoxy-2, 3, 6-tri- 
methyl-phenyl, 2,2-Di- methyl-6-methoxy- bzw. 2,2,5,7,8 
-Penta-methyl-chromanyl , Anthrachinony 1 , Naph thy 1 oder 
Chinolyl bzw. O-Aryl ist. 

7 . Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, dass der (un) substituierte 
Heteroarylrest in R 3 Pyridyl oder Pyrimidyl bzw. der he- 
terocycloaliphatische Rest in R 3 N-Methylpiperidyl dar- 
stellt. 

8 . Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, dass das H-Atom der Hydroxy 1- 
gruppe im f unktionalisierten Alkylrest in R3 durch eine 
Alkyl-, Aralkyl-, Aryl-, Hydroxyalkyl- oder Acylgruppe 
substituiert ist. 

9. Phenylalanin-piperazide gemass Patentanspruch 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, dass Ac in der Acylaminomalon- 
s auredi es tergruppe der Formel AcHN-C ( COOAlk ) 2 und 
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in der AcHN-CH-COOH-Gruppe des f unktionalisierten Alkyl- 
rests Formyl oder Acetyl und Alk = niedrig Alkyl C^-C^ 
bedeuten. 

10- Phenylalanin-piperazide gemass einem der Patentan- 
spriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet , dass R 1 eine basische 
Gruppe der Formel (a) = Amidino darstellt, und/oder R 2 eine 
S-Naphthyl-, Anthrachinon- , 2,4, 6-Triisopropylpheny 1- sowie 
2, 2, 5, 7, 8-Pentamethylchromangruppe bedeutet und/oder R 3 
einen Acylrest, insbesondere Formyl oder Acetyl, einen 
f unktionalisierten Alkylrest , insbesondere 2-Hydroxyethy 1 , 
einen S02-Y-Rest, Carbonsaureamidrest oder Heteroarylreste , 
insbesondere 2-Pyridyl oder 2-Pyrimidyl, darstellt. 

1 1 . Verf ahren zur Herstellung von Phenylalanin-piperaziden 
gemass einem der Patentanspriiche 1-10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man einen (D, L ) -3-Cyanphenylalanin -alkyl ester 
der Formel II 



CN 




CH n -CH-COOAlk 



NH 2 

mit einem Sulfochlorid R 2 -S02C1, in dem R 2 die in Patent- 
anspruch 1 oder 2 definierte Bedeutung aufweist, zu einer 
racemischen Verbindung der Formel IV 



CN 




CH-,-CH-COOAlk 



NH 

1 2 
S0 2" R 
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umsetzt, aus denen durch Hydrolyse die Racemate der sulfo- 
nylierten Cyanphenylalanine der Formel V 

CN 

% CH 2 -CH-COOH 
NH 

' 2 
S0 2 -R 2 




erhalten werden, oder die Verbindungen der Formel IV durch 
enzymatische Es terhydrolyse mittels Chymotrypsin in die 
L-konf igurierte Aminosaure der Formel V umsetzt und die 
dabei anfallenden Aminocarbonsaure-alkylester mit D-Konfi- 
guration der Formel IV durch Hydrolyse in die D-konfigu- 
rierten Aminocarbonsauren der Formel V iiberfuhrt, die Ver- 
bindungen der Formel V durch Kupplung mit einem Pipera- 
zin-Derivat der Formel VII 




in die (D / L)- / D~ oder L-Cyanverbindungen mit Piperazid- 
Struktur der Formel VI 

CN 




uberfuhrt, durch Addition von H 2 S an den Cyanrest das 
Thioamid der Formel VIII 
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S 




3 



1 2 
S0 2 -R 

herstellt, durch Umsetzung mit einem Alkylhalogenid ein 
Thioimidsaureesterhalogenid der Formel IX 



SAlk 
C -HX 




3 



herstellt, oder aus den Cyanverbindungen mit Piperazid- 
Struktur der Formel VI die Imidsaureesterhalogenide der 
Formel X 
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herstellt, und die Verbindung der Formel IX mit Ammonium- 
acetat Oder die Verbindung der Formel X in alkoholischer 
Ammoniaklosung zu Verbindungen der Formel XI 




3 



in der X Halogen, vorzugsweise Chlor bedeutet, umsetzt. 

12. Verfahren gemass Patentanspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man ein (D,L), L- oder D-3-Cyanphenylalanin 
durch Einfuhren einer Boc-Gruppe an der Aminogruppe 
schutzt, die erhaltene Carbonsaure der Formel V, mit der 
Boc-Gruppe statt der S0 2 ~R 2 -Gruppe , mit einem 

Piperazin-Derivat der Formel VII in die entsprechende 
Boc-geschiitzten (D, L) - , D- oder L-Cyanverbindungen mit 
Piperazid-Struktur der Formel VI umsetzt, und diese Ver- 
bindung nach saurer Abspaltung der Boc-Gruppe und Umsetzung 
mit einem Sulfochlorid der Formel III in die ( D, L ) - # D- 
oder L-Cyanverbindungen mit Piperazid-Struktur der Formel 
VI iiber fiihrt. 



13. Verfahren nach Patentanspruch 11 oder 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man die Verbindung der Formel I, in der 

fur Aminomethyl steht, durch Hydrierung, vorzugsweise 
katalytische Hydrierung, einer Cyanverbindung der Formel VI 
erhalt . 

14. Verwendung der Phenylalanin-piperazide gemass einem 
der Patentanspruche 1-10 in Salzform oder als freie Basen 
zur Herstellung von subkutan oder intravenos, insbesondere 
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oral, rektal oder intraduodenal , verabreichbaren anti- 
thrombotisch wirksamen Arzneimitteln . 

15. Subkutan oder intravenos, insbesondere aber oral, 
rektal oder duodenal , verabreichbares ant i thrombotisch 
wirksames Arzneimittel, gekennzeichnet durch eine wirksame 
Menge mindestens eines Phenylalanin-piperazids gemass einem 
der Patentanspriiche 1-10 und geeignete Hilfsstoffe. 

16. Antithrombotisch wirksames Arzneimittel nach Patent- 
anspruch 15, in Form von Tabletten, Dragees , Kapseln, 
Pellets, Suppositorien, Losungen, Injektionen oder trans- 
dermalen Systemen, wie Pflaster. 

17. Verfahren zur Blutgerinnungs- resp. Thrombin- und/oder 
Trypsdnhemmung bei Lebewesen, insbesondere bei Menschen, 
durch Verabreichung einer wirksamen Menge eines Phenylala- 
nin-piperazids nach einem der Patentanspriiche 1-10 oder ei- 
nes antithrombotisch wirksamen Arzneimi ttels nach einem der 
Patentanspriiche 1 5 oder 1 6 . 
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